Metabolismul este un sistem coordonat de transformari ale substantelor si energiei la care participa sistemele multienzimatice FUNCTIILE METABOLISMULUI: - aprovizionarea celulelor cu energie chimica (capatata din moleculele combustibil); - transformarea substantelor nutritive în precursori ai componentelor celulare macromoleculare si asamblarea lor în componentele celulare; - biosinteza si catabolismul biomoleculelor specifice organismului Celulele organismului uman se refera la: • - heterotrofe (ca sursa de C folosesc glucoza, sintetizata din C02 de catre autotrofe) • - Chemiotrofe ca sursa de E folosesc reactiile de oxido-reducere, si nu lumina solara ca plantele FAZELE METABOLISMULUI: - Catabolismul faza degradarii macromoleculelor (provenite din mediul înconjurator sau rezervele proprii în timpul reînnoirii) în produsi mai simpli este însotit de degajarea energiei libere, care se acumuleaza sau în mol de ATP sau în structura NADPH+H+ - Anabolismul faza de sinteza a diversilor compusi organici necesita utilizarea energiei libere (ATP) sau componenti reducatori NADPH+H+ CAILE METABOLICE - reprezinta reactiile chimice in lant, cu o anumita functie • S ==>A ==> B ==> C ==> P DEOSEBIM CAI METABOLICE: • a) centrale (comune pentru degradarea si sinteza principalelor macromolecule) • b) Specifice (caracteristice doar pentru substante individuale (cofactor) • a) liniare (glicoliza) • b) Ciclice (ciclul Krebs) • a) anabolice • b) catabolice • c) Amfibolice • a) aerobe • b) anaerobe Deosebirile cailor catabolice de anabolice • considerentul energetic; • succesiunea reactiilor este reglata separat; • difera dupa localizarea în celula ETAPELE CATABOLISMULUI I etapa: decurge în tractul gasto intestinal fara eliminare de E, se încheie cu formarea monomerilor universali (AA, AG, Monozaharide, Glicerol) II etapa: toti monomerii se transforma într­un precursor comun Acetil- CoA are loc generare de E III etapa: este ciclul Krebs, si fosforilarea oxidativa are loc generare de E • Proteine Glucide Lipide Metodele de studiu a cailor metabolice 1 pe organismele intacte - aport-eliminare:se aplica pe:organisme sanatoase, stresate,infectate,bolnave - marcarea cu izotopi a diferitor metaboliti 2 studiul experimental prin perfuzia organelor intacte 3 studiul sectiunilor tisulare REGLAREA METABOLISMULUI • Se realizeaza la diferite nivele: - la nivelul proprietatilor specifice enzimelor (cantitatea de E si S, prezenta coenzimelor, pH, t,); - la nivelul E reglatoare alosterice Multe E sunt inhibate de produsul final al secventei la care ele participa Majoritatea reactiilor sunt reglate de starea enerzetica a celulei - Indicii ce caracterizeaza starea energetica a celulei Ec = [ATP]+1/2[ADP] [ATP]+[ADP]+[AMP] Valoarea oscileaza de la 0 la 1 (numai ATP) Norma 0,8-0,95 Un alt indice este potentialul de fosforilare PF=[ATP]/[ADP]*[Pa] =500 - la nivel de inductie si represie enzimatica - la nivelul sistemului endocrin - SNC Bioenergetica • Bioenergetica- stiinta ce studiaza transformarile si utilizarea energiei • În lumea vie sistemul termodinamic poate fi reprezentat de un organism întreg; un organ; o celula; o reactie chimica • Organismele vii pot fi considerate sisteme termodinamice, pentru care sunt valabile legile termodinamicei: • I Principiul conservarii - energia reactiilor chimice nu dispare si nu apare din nimic, dar se transforma dintr-o forma în alta (procesul conservarii) Ex : E chimica se transforma în E termica, electrica, mecanica • II Principiul evolutiei- toate procesele spontane decurg în directia ce corespunde entropiei maximale pâna la stabilirea echilibrului reactiei • Sistemele biologice sunt sisteme deschise (schimb de energie si materie cu mediul înconjurator) • Fiecare sistem are o energie interna (E), care este constituita din energie libera (G) si energie legata (T?S ) • ? E= ?G + T?S Notiune de energie libera standard • Energie libera reprezinta acea parte din energia (totala) interna a sistemului, capabila sa efectuieze un lucru asupra mediului în conditii constante de T si presiune • (? G ? kcal/mol) Daca E (energia totala a sistemului) ? E= ?G + T?S ==> • ?G = ?E - T?S • T?S - energia legata - nu poate fi utilizata pentru efectuarea lucrului (T- t absoluta; ?S - variatia entropiei (gradul de dezordine al sistemului) • Cresterea entropiei împedica revenirea la starea initiala, de aceea reactiile însotite de cresterea entropiei - sunt ireversibile • Energia libera standard este partea de energie totala a sistemului, convertita în lucru în conditii standard (?G0) ==> T=298K, C% initiala - 1,0 mol, pH = 7, presiunea - 760 torii (1 atm) Referitor la o singura reactie chimica • - variatia energiei libere standard este diferenta dintre suma energiilor libere ale produsilor si suma energiilor libere ale reactantilor • ?G pozitiva ? 0 ? când produsii contin mai multa energie decât reactantii (substantele initiale) ==> endergonice (nu pot efectua un lucru spontan, necesita energie din exterior) A?B ==> ?GB ? ?GA • ?G negativa ? 0 ? produsii contin mai putina energie decât substantele initiale ==> exergonice (fara folosirea energiei) - stînga la dreapta ? pot efectua un lucru • ?G = 0 - nu evalueaza nici într-un sens • Reactiile catabolice ? exergonice • Anabolice ? endergonice • Legatura (conexiunea) între ele este ATP Ciclul ATP • ATP- transportor universal al energiei • În forma sa activa este un complex cu ionii de Mg sau Mn • Serveste ca sursa de energie în: * Lucrul mecanic: miscare, contractie * Transport: transportul prin membrana * În transmiterea informatiei genetice * ATP - 2 legaturi macroergice, la pH=7 are 4 sarcini negative, care se resping mai puternic comparativ cu ADP Ciclul ATP • În conditii standard hidroliza ATP are loc pe 2 cai: Sinteza ATP din ADP si Pi • - este posibila pe 2 cai: • 1 FO • 2 fosforilare la nivel de substrat - reactiile în care energia necesara pentru sinteza legaturii macroergice fosfat e furnizata de un substarat supermacroergic Legatura macroergica Substante macroergice • Transportul principal al energiei de la procesele catabolice spre cele anabolice si forma majora de stocare a ei în organism sunt legaturile macroergice fosfat si tioesterice din diverse substante • Legatura macroergica - care la hidroliza ei se elibereaza mai mult de 5,2kcal/mol (21 kJ/mol) • Compusii supramacroergici ?G0 (kJ/mol) kcal/mol * fosfoenolpiruvat 61,7 -14,8 * 1,3 - difosfoglicerat 49,2 -11,8 * creatinfosfat 42,5 - 10,3 • Compusii macroergici -?G0 (kJ/mol) * ATP ? ADP +H3PO4 30,4 -7,3 * ADP ? AMP + H3PO4 28,4 * H4P2O7 ? 2H3PO4 28,4 * acetil~CoA 30,4 -7,5 Compusii submacroergici Glucozo-1 P -5,0 Fructozo - 6 P - 3,8 Glucozo- 6- P - 3,3 Decarboxilarea oxidativa a piruvatului - este oxidarea piruvatului pîna la Acetil CoA - se desfasoara in cîteva etape (5 etape) - este catalizata de un complex enzimatic numit piruvatdehidrogenaza (PDH) reprezentat de 3 enzime si 5 coenzime localizat în mitocondrii 1 Piruvatdehidrogenaza ( coenzima TPP) 2 Lipoat acetil transferaza sau dihidrolipoil transacetilaza (coenzima acidul lipoic) 3 Lipoamid dehidrogenaza sau dihidrolipoil dehidrogenaza (coenzima FAD), HSCoA si NAD Complexul piruvat dehidrogenaza contine un miez de Dihidrolipoiltranacetilaza (60 lanluri polipeptidice fiecare cu Acidul lipoic), la care sunt atasate molecule de Piruvatdehidrogenaza (20 molecule) si Dihidrolipoil dehidrogenaza (S molecule) Aici se mai ftxeaza 5 molecule de PDH kinaza si cateva molecule de PDH fosfotaza Reactiile partiale a decarboxilarii oxidative a Piruvatului • 1 Decarboxilarea plruvatului la acetaldehida catalizata de PDH care contine ca coenzima TPP • 2 Acetaldehida deja activata reactioneaza cu acidul lipoic oxidat Ca rezultat primim acetil lipoat si se elibereaza TPP • 3 Formarea de AcetilCoA ca rezultat al interactiunii cu CoenzimaA-SH si eliberarea de acid lipoic redus sub actiunea E-Dihidrolipoat DH FAD dependentâ • 4 Reducerea FAD-ului cu oxidarea acidului lipoic • 5 Reoxidarea FADH2 cu reducerea NAD la NADH+H+ Reglarea Procesului: • Reglarea Procesului: • Inhibitia :- prin retroinhibitie, unde ca inhibitori servesc acetil CoA si NADH+H+ • - acizii grasi macromoleculari • - prin GTP si ATP • fosforilarea PDH (de catre kinaza PDH), • Activarea : • AMP si GMP • defosforilarea PDH (de catre fosfataza PDH) • Fosforilarea se amplifica la raportul înalt ATP/ADP; acetil CoA/HSCoA; NADH/NAD; • defosforilarea - la concentratii mari de piruvat si Ca Ciclul Krebs Rolul • Donor de protoni si electroni pentru LR • Integrativa • Amfibolica • Energetica Ciclul Krebs (ciclul acidului tricarboxilic, citric) 1 Condensarea Acetil CoA cu OA sub influenta E-Citrat sintetazei cu formare de Citrat Citrat sintetaza este inhibata de: - Succinil CoA - ATP - NADH+H+ 2 Trecerea Citratului la Izocitrat sub influenta E­Aconitaza- ce contine Fe si glutation redus Enzima exista sub 2 forme izoenzimatice: a în MC b Citoplasma 3 Oxidarea Izocitratului la Alfa-cetoglutarat sub actiunea IzocitratDH, care are ca coenzima NAD, necesita Mg2+, consta din 8 subunitati (380000D) - este activata de: ADP- inhibata de: NADH+H+ ATP 4 Oxidarea alfa cetoglutaratului la succinil CoA sub actiunea complexului polienzimatic Alfa cetoglutaratDH asemanator cu complexul Piruvat DH compus din 5 coenzime si 3 enzime Procesul se desfasoara în cinci etape 5 Diacilarea SuccinilCoA cu formare de Succinat si GTP, ca rezultat al fosforilarii la nivel de substrat 6 Dehidrogenarea Succinatului la Fumarat E- SDH FAD dependenta - este activata: succinat,fosfat ATP - inhibata: de OA 7 Hidratarea Fumaratului la Malat 8 Oxidarea Malatului la OA sub influenta E- MDH Reactia sumara LANTUL RESPIRATOR • Lantul respirator • - ultima etapa a degradarii aerobe, • se defineste ca "ansamblul sistemelor redox si enzimelor, care participa la transferul echivalentilor reducatori (atomi de hidrogen si electroni) de la coenzimele reduse la oxigen Functia LR • este dubla: - prin transferul hidrogenului pe oxigen, cu formarea apei, coenzimele se reoxideaza putînd astfel asigura în continuare dehidrogenarile în caile degradative specifice si în special în ciclul acizilor tricarboxilici - la aceasta reoxidate a coenzimelor se elibereaza energie si aceasta serveste la sinteza de ATP Sinteza ATP • se realizeaza prin precesul numit "fosforilare oxidativâ' care este cuplat cu lantul respirator si care se defineste drept "ansamblul compusilor si mecanismelor care asigura formarea ATP din ADP si pe seama energiei eliberate in cursul transferului echivalentior de reducere de la coenzimele reduse la oxigen • Diferenta de potential de 1,14 V, (?GO=-52,6kcal/mol) corespunzatoare reactiei generale a lantului respirator; • transferul în trepte a echivalentilor de reducere este avantajos deoarece in mod corespunzator energia se elibereaza în , pachete" a caror valoare este în jurul lui -7 3 Kcal/mol cît necesita sinteza unui mol de ATP din ADP +Pi • Lantul respirator si fosforilarea oxidativa- se desfâsoara în mitocondrii Producere de Energie Reactiile de Oxido-reducere (numite reactii redox) sunt acele reactii în care are loc un transfer de electroni de la un donor de electroni (agentul reducator) la un acceptor deelectroni (agent oxidant) În unele reactii de oxido-reducere transferul unuia sau al mai multor electroni este facut prin intermediul transferului de hidrogen:Dehidrogenarea este deci echivalenta cu oxidarea Agentii de oxidare sau de reducere actioneaza ca perechiconjugate redox formata dintr-un donor de electroni siacceptorul sau de lectroni conjugat Donor de electron -> electron +acceptor de electron Agentii reducatori tind spre pierderea de protoni Aceasta tendinta (de a pierde sau de a cîstiga electroni) este data de potentialul standard de oxido-reducere, definita ca forta electromotoare în v (volti) data de o celula în care atît reducatorul cît si oxidantul se gasesc la o concentratie de 1 M , la 25 *c, si pH 7,0 în echilibru cu un elecrod care poate accepta reversibil electroni de la reducator Daca luam ca referinta potentialul standard de O/R al reactiei la electrodul de H Potentialul acestei reactii este considerat 0 la presiunea de 1 atm, concentratia de 1 M, pH 0 T25 grade Corectand aceasta valoare la pH =7 potentialul standard de Ox/Red af electrodului de H devine -0,42V Cu cît este mai negativ potentialul redox al perechii cu atît reducatorul are tendinta mai mare de a pierde electroni si din contra cu cit potentialul este mai pozitiv reducatorul are o tendinta mai mica de a pierde electroni Fluxul electronilor va fi deci îndreptat de la perechile cu potentialul mai negativ (S) spre cele cu potentialul mai pozitiv (02) Organizarea enzimelor de oxido-reducere din lantul respirator • - este mixta; structural - functionala si functionala - sau evidentiat 4 complexe structural-functionale si doi factori care asigura legatura dintre complexe cit c si CoQ Complexul I- NADH-CoQ-reductaza transfera ionii de H+ si electronii de la NADH la CoQ Caderea de potential este de 0,42V sau (?GO=-19,,4 kcal/mol, suficienta pentru sinteza a 2 molecule de ATP În procesul fosforilarii oxidative se va sintetiza doar o molecula de ATP Cealalta energie se degaja sub forma de caldura Complexul consta din NAD DH, FPn si heteroproteine FeS1,FeS2, FeS3, FeS4 - Este inhibat de Rotenona (insecticid de origine vegetala), Amital (barbituric) si Pericidina (antibiotic) Complexul II - Succinat- CoQ-reductaza transfera echivalentii de reducere de la Succinat la CoQ Caderea de potential este de 0,07V sau (? GO=-3,kcal/mol, insuficienta pentru sinteza de ATP Se va degaja sub forma de caldura - Complexul consta din Succinat DH, FPs si 3 heteroproteine FeS Complexul III - CoQ-Citocrom c reductaza transfera electronii de la CoQ la cit c Caderea de potential este de0,18V sau (?GO=-7,75 kcal/mol, suficienta pentru sinteza de ATP Complexul consta din din mai multe tipuri de citocromi b,bk,bt,c1 si o heteroproteina FeS - Este inhibat de Antimicina A Complexul IV - Citocromoxidaza transfera electronii de la cit c la Oxigenul molecular Caderea de potentialeste de 0,54V sau (?GO=-24,8 kcal/mol, suficienta pentru sinteza de ATP - Complexul consta din mai multe tipuri de citocromi ce contin Fe sau Cu - Este inhibat de Cianuri, Oxid de Carbon Cit de fosforilare (P/O)- raportul între numaru de moli de ATP produsi si oxigenul consumat în lantul respirator Pentru ramura lunga este - 3/1, pentru ramura scurta 2/1 Lantul respirator Fosforilarea oxidativa • Au fost propuse mai multe teorii, care elucideaza mecanismul, prin care energia eliberata în lantul respirator este folosita la sinteza de ATP • 1 Teoria chimica (Slater, 1953) conform careia în calitate de intermediar se formeaza o substanta macroergica x, care pe urma fosforileaza ADP-ul • 2 Conformaeionala - (Bozer 1964) - modificarea membranei MC prezinta for'a motrice pentru sinteza de ATP • 3 Teoria Chimio-osmotica (Piter Mitchell 1961 ) este cea mai acceptata Conform acestei teorii centrele active a Enzimelor lantului respirator sunt aranjate în asa mod ca de fiecare data la transferul electronului sa se pompeze H+ din matrice Protonii se aranjeaza pe suprafata externa a membranei interne formînd o diferenta de potential Fata externa pozitiva H+ Cea interna negativa OH­ Deci se creaza o diferenta de potential, ce consta din doua componente : 1 electrochimic 2 gradientul H+ Teoria prevede ca protonii din spattiul intermembranar revin în mitocondrie strict prin intermediul ATP sintazei, care este un conductor pentru protoni (restul membranei find impermiabila pentru protoni), acest flux de protoni find forta morice care determina sinteza de ATP din ADP si Pi Unul din postulatele teoriei chemiosmotice prevede ca apa rezultata în reactia de formare a ATP din ADP si Pi se ionizeaza spontan, ionii H+fiind dirijati spre interiorul mitocondriei (ei urmînd sa creeze gradientul protonic) în timp ce ionii OH- sînt dirijati spre spapul intermembranar • :ADP+Pi >ATP+H • +interior +OH-exterior • Structura ATP sintazei -consta din doua parti distincte: • Fo- care penetreaza membrana interna a MC- servind ca un canal pentru protonii de H+ • F1- partea catalitica a E- constituita din cinci subunitati a,,B, y,b,E, cu masa totala de 370kDa • Controlul respiratiei se înfaptuieste prin intermediul acceptorului - ADP • Lipsa de ADP - inhiba respiratia si stopeaza fosforilarea La adaugarea de ADP creste brusc consumul de 02, adica activeaza lantul respirator si ADP se fosforileaza la ATP Decuplarea si inhibitia • Fosforilarea oxidativa este influentata de o serie de agenti clasati în 3 grupe : • - agenti de decuplare- permit transportul electronilordar blocheaza fosforilarea Ex 2,4 dinitrofenolul faciliteaza trecerea prin membrana a H+ • - inhibitorii fosforilarii oxidative Ex Oligomicina -împedica si transportul si fosforilarea oxidativa • - Ionoforii - formeaza complexe liposolubile cu cationi specifici trecîndui prin membrana Alcohol Metabolism Eric Niederhoffer SIU-SOM Pathway Perturbations Malate-Aspartate Shuttle (liver, kidney, heart) Glycerol-3-Phosphate Shuttle (skeletal muscle, brain) Review Questions • How is ethanol detoxified (enzymes, cofactors, products, location)? • Which metabolic pathways are affected by alcohol-derived NADH (enzymes, metabolites)? • How does the cell process NADH? Ciclul acizilor tricarboxilici (Krebs) 6 